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研究成果
（1）背景と目的
色素性乾皮症(xerodenna,pigmentosum;XP)は常染色体性劣性遺伝疾患であり、太
陽光線に高過敏症を示し､太陽光露光部で健常人の数千～数万倍の頻度で皮層癌を発
症する。XPはA群からG群(XPA～XP-G)までの7つの相補性群と1つのバリアン
ト群(XP-V)に分類されるが、XP-A～XP-Gは紫外線誘発DNA損傷に対するヌクレ
オチド除去修復機構に先天的な異常がある。中でもXP-AとXP-Gは紫外線感受性が
高く、ヌクレオチド除去修復を完全欠損している例が多い。実際に、当研究室で開発
された酵素標識免疫測定法(EUSA)を用いて､10J/m2の紫外線を照射されたXP12BE
(XP-A)、あるいはXPZBI(XP-G)細胞におけるシクロブタン型ピソミジンダイマー
(CPD)と(6-4)光産物(6-4PP)の修復能を調べたところ、24時間まで修復は
全く見られなかった。
一方、これまでの解析に使用してきた10J/m2という紫外線線量は、健常人由来細
胞でﾌ0-SO%程度、XP患者由来細胞で100%を死滅させる線量に相当し、死にゆく細
胞集団の修復動態を見ていることになる。最近、我々はEUSAの検出試薬をO-フェ
ニレンヂアミンから化学発光試薬であるSuperSignalELISAFemtoMaximum
SensitivitySubstrate(Pie,℃e社）に変えることで10-20倍の検出感度を得ることに成
功し、O.1J/m2の紫外線を照射した細胞のCmや6-4Wを検出することが可能になっ
た。すなわち、健常人由来細胞の90%以上、またXP-A細胞でも30%程度が生存でき
る1J/m2という生物学的な線量域で修復動態が解析できるようになった。そこで、先
の2種類のXP細胞を用いて1J/m2照射後の両損傷の修復動態を調べたところ、驚く
べきことにゲノム中の6-4PP量が時間に依存して減少し、24時間で40-SO%、72時
間で70-SO%が消失することを見出した。一方、CPDについては、どちらの細胞でも
わずかに消失する傾向は見られたが､6-4PPほど顕著ではなかった｡以上の結果より、
ヒト細胞はヌクレオチド除去修復をバックアップする未知の修復機構を有する可能
性が示され、主に6-4Wの除去に働いていることが示唆された。本研究では、この修
復機構の存在をさらに検証するとともに、そのメカニズムについて知見を得ることを
目的とした。
（2）研究成果と考察
まず危倶されたことは､使用したXP細胞に弱いながらN駅活性が残っている可能
性である。そこで、臨床症状と紫外線感受性がより重篤なXPEA肥-1(XP-A)、およ
U<XPCS2LV(XP-G/CS)細胞を用いて解析を行った。その結果、先に調べた2種類
のXP細胞とほぼ同様の修復動態を示し、またウエスタンブロッティングで責任因子
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が検出されないことも確認できた。さらに、xpaおよびxpgのノックアウトマウス由
来細胞をそれぞれ田中亀代次博士（阪大・院・生命機能)、塩見忠博博士（放射線医
学総合研究所）より供与を受け、同様に解析した結果、やはり6-4Wの消失が観察さ
れ(48時間で4O-6O%)、さらにCPDについても程度は低いものの有意な消失が認め
られた(4s時間で20-30%)。ノックアウトマウス由来細胞はターゲッティングによ
り各々の因子の産生が完全に破壊されていることから､肥Rの残存活性の可能性を否
定できたと考えている。
次の問題としては、我々が使用しているFIJSA法は、単位DNA重量当たりの損傷
量として結果が得られるため、紫外線照射後にDNA複製が起きるとDNA量の増加
によりDNA損傷が希釈され、全く修復が起こらなくてもDNA損傷が減少したよう
に見える点である。特に、1J/m2という低線量紫外線では細胞周期のチェックポイン
トも顕著でないことから、この希釈効果の可能性が懸念され、細胞をコンフルエント
にしてGO/G1に保持した状態で実験を行ってきた。この点をさらに慎重に検討するた
め、対数増殖期とGO/G1期のそれぞれの状態でxpaおよびxpgノックアウトマウス由
来細胞の修復動態を比較した。その結果、各時間におけるCPDや6-4PPの残存量は
予想どおり対数増殖期の方が少なかったが、その差はGO/G1期で除去されるDNA損
傷量に比べると一部に過ぎなかった。また、希釈効果のみを見ているとすれば6-4PP
とCPDは同じ割合で減少するはずであるが､24時間経過後の残存率は明らかに6-4PP
の方が低く、希釈効果では説明できないと結論づけた。
さらに、最近、CPDの検出感度をさらに向上させることに成功し、O.1J/m2(XP-A
細胞でもほぼ100%生存可）、あるいはO.4J/m2(XP-A細胞で約80%生存可）を照射
後の修復動態を調べることが可能になった。そこで、XPzBI細胞(XP-G)を用いて
経時的にCPDの残存量を測定したところ、24時間でそれぞれ約30%と約ZO%減少し
ていることがわかった。1J/m2照射時でも僅かながら減少する傾向は見られていたが、
線量を下げることでより明確になったものと考えられる。したがって、ヒトのバック
アップ機構もCPDに作用しうることが示唆された。
以上の結果をまとめると､我々が見出した低線量域におけるXP細胞の修復活性は、
ヌクレオチド除去修復の残存活性ではなく何らかのバックアップ機構によるものと
結論づけられた。また、①この機構はヒトのみならずマウスにも存在すること、②修
復効率は肥Rと同様にCPDより6~4PPの方が効率的であること、③NERに比べると
修復効率が低いこと、④この経路に少なくともXPAおよびXPGは関与しないことが
明らかとなった。
このバックアップ修復系はい肥R系に比べて修復効率がかなり低く、NER能を正常
にもつ健常人由来細胞でCPDや6-4PPの修復にどの程度寄与しているかは不明であ
る。しかし、我々の体は常に太陽光紫外線に曝されているため、培養細胞とは異なり
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その刺激によってこの修復系が冗進されている可能性もあり得る。実際、電離放射線
や酸化剤などで誘発されるチミングリコールについて、生存に全く影響を与えないY
線線量域での超高感度定量系が開発され、それを用いた解析からヒト細胞に適応応答
が存在することが示された(Leaaj.,199S)。つまり、ヒト細胞にO.2SGyのY線をあ
らかじめ照射しておくと、その後2Gyを照射した時にチミングリコールの修復効率
が有意に冗進することが報告された｡そこで､XPZBI(XP-G)､およびXPCS2LV(XP-G)
細胞にO.1J/m2、あるいはO.2J/m2の紫外線を前照射し、12、別、36時間のインター
バルをおいて1J/m2を照射した。その結果､O.2J/m2を前照射した際に約10-20%修復
の冗進が見られ、適応応答が存在する可能性が示唆された。今後、さらに条件を変え
ながら検討していく予定である。
（3）まとめと今後の展望
今回の研究成果より、NERを完全欠損した哺乳類細胞において6-4PPやCPDを低
い効率ながら修復できる機構があることが明らかになった。この修復系の分子的な
解明には至らなかったが、早急にこの機構に関わる因子や遺伝子を同定し、分子メ
カニズムを明らかにしたいと考えている。さらに、ノックアウトやノックダウンの
手法を用いて、紫外線感受性やDNA修復能に及ぼす影響、ならびに個体での紫外線
(UVB)発がん性を調べることにより、この修復系の生物学的な役割を評価する予
定である。また、未知の紫外線感受性遺伝疾患との関係を探ることも重要な課題で
あり、今後これらの点を1つずつ解き明かしていきたい。
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